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　　Though　fibroblasts　and　collagenous　fibers　such　as　collagen　and　reticulin　fibers　are　members　of
bone　marrow　stroma，　their　functions　and　changes　are　not　completely　understood．　lt　has　been
reported　that　in　rabbits，　saponin　induces　myelofibrosis　which　could　be　a　good　model　of　human
primary　myelofibrosis．　Therefore，　the　effect　of　saponin　on　rabbit　bone　marrow　was　studied　by
transmission　electron　microscopy　to　clarify　the　relationship　between　hematopoiesis　and　fibroblasts
and／or　collagenous　fibers．　Rabbits　were　given　saponin　intravenously　in　various　doses．　The　salient
feature　of　saponin－induced　injury　of　the　marrow　was　loss　of　integrity　of　the　sinus　endothelium．　This
causes　the　dysfunction　of　the　blood－marrow　barrier，　which　plays　a　important　role　in　hematopoiesis．
Massive　mature　red　cells，　normally　confined　to　the　vascular　space，　could　now　traverse　the　vascular
wall　and　appear　in　the　hemopoietic　compartment．　Disruption　of　the　sinus　endothelium　was　also
suggested　by　an　increase　of　nucleated　red　cells　in　the　peripheral　blood．　Bleeding　and　exudation　in
the　hemopoietic　compartment　was　followed　by　death　of　hemopoietic　cells．　Three　days　after　the
initial　dose　of　saponin，　fibroblasts　were　clearly　observed　in　the　hematopoietic　compartment．
Fibroblasts　which　contain　dense　areas　and　fibrils　running　longitudinally　at　the　cellular　margin　were
also　increased．　These　cells　are　called　myofibroblasts　because　the　intracellular　dense　areas　and
fibrils　are　specific　for　muscle　cells　and　myoblasts．　ln　animals　receiving　small　doses　of　saponin，
myelofibrosis　which　was　noted　about　3　days　after　administration　disappeared　by　the　7th　day．　ln
rabbits　which　were　given　higher　doses　of　saponin，　myelofibrosis　was　irreversible　and　they　died　by
one　month　after　saponin　was　injected　due　to　bone　marrow　failure．　The　degree　of　hematopoiesis　was
in　inverse　proportion　to　that　of　myelofibrosis．　The　increase　of　fibroblasts　and　myofibroblasts　and
change　to　fibrous　marrow　are　thought　to　be　reactive　developments　to　restore　the　microenvironment
for　hematopoiesis．
（1995年1月9日受付，1995年2月1日受理）
Key　words：造血（Hemopoiesis），サポニン（Saponin），血液骨髄関門（Blood－marrow　barrier），骨髄線維症
（Myelofibrosis），筋線維芽細胞（Myofibroblast）
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はじめに
　ヒトの造血細胞の増殖と分化は骨髄で行われる．
骨髄の組織は解剖学的に実質組織（造血細胞）と間
質組織（ストローマ細胞）から成り，造血が過不足
なく行われるためには，造血細胞と間質組織との直
接的及びサイトカイン等を介する間接的な相互作用
が必須であることが，最近の膨大な研究により明ら
かにされている1）2）．間質組織を構成する細胞性成分
として現在考えられているのは，静脈洞内皮細胞，
静脈洞を被覆する洞周囲細網細胞，マクロファージ，
線維芽細胞，脂肪細胞及び膠原線維，弾性線維等の
線維成分である3）．これらの細胞性成分のうち，膠原
線維や弾性線維等の線維成分は生理的には殆ど骨髄
には存在せず，その造血における役割については現
在でも不明と言わざるを得ない．又線維芽細胞はイ
ンターロイキン6（以下IL－6），穎粒球コロニー刺激
因子（granulocyte－colony　stimulating　factor，以下
G－CSF），穎粒球マクロファージコロニー刺激因子
（granulocyte　macrophage－colony　stimulating　fac－
tor，以下GM－CSF），マクロファージコロニー刺激
因子（macrophage－colony　stimulating　factor，以下
M－CSF）等のサイトカインや造血因子を産生して
いるが1），膠原線維や弾性線維と同様に骨髄では生
理的には比較的大きな血管や神経の周囲を除いては
存在せず，勿痂。における線維芽細胞の機能や消長
について詳細な報告はみられない．
　Arganoらはサポニンを家兎に注射することによ
り実験的に骨髄線維症を作製することに成功し，こ
れがヒトの原発性骨髄線維症のモデルになると報告
した．この実験モデルの本態がヒトの原発性骨髄線
維症と同じであるか否かについては異論がある
が4），線維芽細胞や膠原線維など間質組織の増殖状
態における，造血細胞と間質組織の関係を知る上で
は，好個のモデルと考えられる．
　そこで著者らはArganoらの方法に準じて家兎に
骨髄線維症を作製し，骨髄の変化について光顕的並
びに電顕的に観察して骨髄間質細胞の変化と造血に
ついて検討を行った．
材料及び方法
　雌のニュージーランドホワイトラビット（体重2
kg前後）を用い，次の（1）と（II）の各群に分けて
実験：を行った．
　サポニンはsaponin　weiβrein（Merck，　Germany）
200mgを生理的食塩水100　mlに溶解させたものを
用いた．
　（1）群
　サポニン投与後の骨髄の経時的な変化を知るため
に3mg／kgのサポニンを20羽の家兎に1回ずつ耳
静脈より注射し，3，6，12時間，1，2，3，4，5，6，
7日後にそれぞれ2羽ずつベントバルビタールナト
リウム（50mg／ml）100　mg／kg静注により屠殺．
　（II）群
　投与するサポニンの量の多少によって骨髄の変化
に差があるかを知るために，3日毎に1．5mg／kgの
サポニンを耳静脈より注射し，注射回数により下記
の各群に分類した．円円とも実験に供した家兎は2
羽ずつであるが，8回注射した群では注射完了後3
週までに3羽死亡したので野花とも最低2羽ずっと
なる様に動物を追加して実験を行った．
　（A）群：コントロール群（週2回生理食塩水を静
注し4週目に屠殺）
　（B）群＝サポニンを1回静注後翌日屠殺．
　（C）群：サポニンを2回静注後翌日屠殺．
　（D）群：サポニンを4回静注後翌日屠殺．
　（E）群：サポニンを5回静注後翌日屠殺．
　（F）群：サポニンを6回静注後翌日屠殺．
　（G）群＝サポニンを8回静注後2日目に屠殺．
　（H）群：サポニンを8回静注後1週目に屠殺．
　（1）群：サポニンを8回静注後2週目に屠殺．
　（J）群：サポニンを8回静注後3週目に屠殺．
　（K）群：サポニンを8回静注後4週目に屠殺．
　各群共屠殺後大腿骨骨髄を採取し，10％ホルマリ
ンで固定，パラフィン包埋後光顕用標本を作製し，
ヘマトキシリン・エオジン染色，鍍銀染色を行って
観察した．大腿骨の一部は電顕用試料として屠殺後
直ちに2．5％グルタール・アルデヒドカコジール酸
で固定し，オスミウム酸にて再固定，エポン包埋を
行い，薄切標本を酢酸ウラニール・クエン酸鉛で二
重染色を行い，透過型電子顕微鏡JEM100B（日立）
にて観察した．また屠殺後学と脾を摘出して10％ホ
ルマリンで固定，パラフィン包埋後ヘマトキシリ
ン・エオジン染色を行い，光顕的に観察した．
結 果
1．コントロール群
コントロールの家兎は脂肪が豊富で， その脂肪の
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間に各成熟段階の赤芽球，穎粒二等の造血細胞が隙
間なく，よくパックされた状態で存在している（図
1a，　b）．静脈洞は比較的大きく，二二には赤血球や
成熟穎粒球が認められる．静脈洞壁（矢印）は薄い
一層の内皮細胞からなり，連続性であって裂隙は見
られない（図1c）．内皮細胞の核は二二円形ないし
三角形で，核周のヘテロクロマチンが豊富である．
そして核の周囲にはミトコンドリア，粗面小胞体，
フリーポリリボゾーム等の細胞内小器官が認められ
る．ゴルジ装置も時に見られるが，ライソゾームは
殆ど認められない．隣接する内皮細胞はお互いにオ
ーバーラップしあつている．
　基底膜様の構造は認められず，内皮細胞の直下に
は不連続性に洞周囲細網細胞（外膜細胞）が見られ
た．洞周囲細網細胞の核は長楕円形で，細胞質には
ミトコンドリア，粗面小胞体，リボゾーム，ゴルジ
装置が比較的豊富にみられる．この細胞は非常に長
い突起を静脈洞周囲や時として血球間に伸ばしてい
る．
　密集した造血細胞の間にはマクロファージ（いわ
ゆるcentral　macrophage）が存在する．この細胞の
核は楕円形または類円形で時に核小体が認められ，
ヘテロクロマチンは豊富である．細胞質にはミトコ
ンドリア，粗面小胞体，ゴルジ装置がよく発達して
おり，ライソゾームや二食胞もしばしば見られる．
これはこの細胞が活発な二食能を有していることを
示している．これらの所見は酒井やWeissの報告と
ほぼ一致していた5）6）．鍍銀染色では銀好性の細線維
は認められなかった．
　2．サポニン静注後の骨髄の変化
　1）　1回静注後の変化
　サポニン注射3時間後には静脈洞内皮細胞は破綻
して連続性を失い，その結果造血巣の出血と造血細
胞の減少がみられる（図2a）．電顕ではこの破綻し
た部位から造血巣側に成熟赤血球の進入する所見が
認められる（図2b）．静脈洞の破綻は末梢血中の網
赤血球の増加や赤芽球の出現によっても示唆され
　　　　　　　　　　　る．即ち家兎の末梢血中網赤血球数はコントロール
群では10％o以下であったのに対し，サポニン注射
後は最高158％oまで増加していた．またコントロー
ル群では末梢血中には赤芽球は認められないが，サ
ポニン投与群では白血球100個当たり10－160個ま
で増加している．
　造血巣内の出血のために造血細胞は減少して低形
成性の骨髄となっている．また静脈洞は拡張してい
る．この時点で線維芽細胞の増加は認められない．
1－2日目ではマクロファージによる赤血球貧食像が
みられる様になり（図3），造血巣の出血はやや消退
する．また線維芽細胞の増加は明らかではない．し
かし3日目になると造血細胞の減少と血漿成分の滲
出によると思われる無構造の物質が充満し，その中
に線維芽細胞が出現する様になる．この線維芽細胞
は紡錘形の細胞で長楕円ないし類円形の核を有し，
核の周囲は平滑である．1－2個の核小体を持ち，ゴル
ジ装置が核の近縁に認められる．粗面小胞体はよく
発達しており，ミトコンドリアも比較的多数認めら
れる．
　もっとも特徴的な所見はこの様な線維芽細胞の中
に，その胞体の辺縁に長軸方向に沿って走る微細な
フィラメントを有する細胞が出現することである．
このフィラメントには不定の間隔で暗斑が存在する
（図4）．この細胞は筋線維芽細胞（myofibroblast）と
呼ばれる細胞である．またこのころの造血巣内のマ
クロファージには脂肪滴の出現もみられる．しかし
この急な変化は一時的で，7日目には線維芽細胞や
無構造の物質はほとんどみられなくなり，造血細胞
がマクロファージを取り囲む様に再生してくる．こ
の時マクロファージには依然として赤血球を貧食し
た残遺物が認められる．この実験系では鍍銀染色に
よる線維の増加は認められなかった．
　以上の観察結果から1回のサポニンの静注により
注射後3時間頃から静脈洞内皮細胞の破綻を生じ，
この部位から造血巣に出血および滲出性の変化が生
じて，そこに線維芽細胞が出現することが判明した．
しかしこの変化は注射後5日目頃より修復されはじ
め，7日目頃にはほぼ正常の状態に復すると考えら
れる．即ちサポニン少量投与によって起こる変化は
骨髄一血液関門7）の破綻とそれに伴う可逆的な滲出
性変化が主体と考えられる．
　2）サポニン投与量の違いによる骨髄の変化
　サポニン投与量の比較的少ない群での骨髄の変化
は今まで述べたそれとほぼ同様である．即ちサポニ
ンを1－2回注射した群では静脈洞内皮細胞の連続性
が失われ，そこから造血巣に出血と滲出性の変化が
生じ，少数の線維芽細胞の出現がみられるが，線維
症までは至っていない．またマクロファージには赤
芽球貧食像や脂肪滴が増加しているのが観察され
た．
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図1a．
コントロール群骨髄の光顕像
（HE染色，×50）．豊：富な脂肪
の間に各成熟段階の赤芽球，
穎粒球および巨核球を認め
る．
図1b．
コントロール群骨髄の透過電
顕像（×1200）．赤芽球，穎粒
球が密に存在する．右端に細
網細胞がみられる．
図1c．
コントロール群骨髄の静脈洞
（S）の透過電顕像（×1200）．
左右に静脈洞が走り，その壁
は一層の内皮細胞からなって
いる（矢印）．右下端に長楕円
形で核周ヘテロクロマチンの
豊富な内皮細胞の核（N）が
みられる．静脈洞内には成熟
赤血球がみられる．また図右
下方に静脈洞に近接して脂肪
細胞（F）がみられる．
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図2a．
サポニン1回注射3時間後の
骨髄光顕像（HE染色，×50）．
造血細胞が減少し，多量の出
血がみられる．
図2　b．
サポニン1回注射3時間後の
骨髄静脈洞（S）の透過電顕像
（×1200）．太い矢印は破綻し
た内皮細胞（E）間から造血巣
への赤血球の進入を示す．
図3　サポニン1回注射後2
日目の骨髄内マクロファージ
の透過電顕像（×3000）．胞体
内に貧食した赤血球の断片が
数個みられる．
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　　　　図4　サポニン1回注射後3
　　　　日目の骨髄の筋線維芽細胞
　　　　9000）．細胞辺縁の暗面と細線
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　　　　　、図5サポニン4回注射後2
t’ 蛛@　　　　組目の骨髄光顕像（鍍銀染
　　　　、　　色，×50）．鍍銀線維の著明な
　　1盆護増加を認める・
　サポニンの投与量が増加するに従ってこの様な変
化はより顕著となり，4回注射群ですでに広範な線
維芽細胞の増加と線維化が認められ，その程度はサ
ポニンの投与量に比例して著明であった（図5）．筋
線維芽細胞もこれと同様に投与量に比例して増加す
る傾向があった．この様な群の骨髄は造血細胞が欠
如した実質内に線維芽細胞や細網細胞と思われる細
胞が散在しているにすぎず，完全に荒廃した骨髄で
ある（図6）．サポニン投与量の多い群ではこの露な
変化は不可逆的であり，8回注射群では投与後3－4
週目に造血細胞がわずかに再生するものの，骨髄の
線維症は観察し得た期間中は不変であった．またサ
ポニンを8回注射した群では10羽中1週目，2週
目，3週目までにそれぞれ1羽ずつ死亡した．その原
因は骨髄線維症に基づく骨髄不全と考えられた．
　実験（D群，（II）群に共通して特徴的なことは，
サポニン投与後肝や脾に巨核球をはじめとする造血
細胞が出現して，髄外造血が起こることである（図
7）．サポニンを1回だけ投与し経時的に観察した群
では，髄外造血は注射後6時間頃から認められ，2－
3日目頃に最高となるが7日目頃には認められなく
なっていた．この群では骨髄中の造血細胞の減少お
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図6　サポニン4回注射後2
日目の骨髄透過電顕像（×
1200）．荒廃した造血巣と散在
する線維芽細胞を示す．
よび線維芽細胞の増加がもっとも顕著となるのが3
日目頃であり，髄外造血の推移もそれと同様であっ
た．またサポニンを8回注射した群では一度髄外造
血が起こると，投与後4週目まで持続して認められ
た．以上の骨髄および髄外造血の経時的変化を表1
にまとめて示した．
考 察
　サポニンは植物に広く含まれる配糖体であり，経
静脈的に動物に投与すると溶血作用があることが知
られている8）．骨髄への影響に関する研究としては
Argano9）の他に遠藤4），　Hoshilo），菅原11）らの報告が
あり，Arganoらはヒトの骨髄線維症の実験モデル
になるとしている．
　今回著者らの実験によってもサポニンを静脈内投
与することにより骨髄に線維症を発症させることが
できたが，その程度はサポニンの投与量に依存的で
あり，少量では線維芽細胞は増加するものの線維症
発症までは至らなかった．又少量投与群の骨髄の変
化は可逆的であり，注射後一旦は線維芽細胞が増加
し，造血細胞が消失して骨髄は低形成に陥るものの
経時的に造血の再生が起こり，7日目頃にはほぼ骨
（7）
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表1骨髄および髄外造血の経時的変化
1回注射群 8回注射群
コント 注射後時間 注射後時間
辻町ノレ 3時間6時間12時間1日2日3日4日5日6日7日2日1週2週3週4週
造血細胞 什 升 十 ± ±　±　±　±　±　＋　升 ±　　±　　±　　±　　±
出血 一 升 升 什 十　　十　　十　　±　　一　　一　　一 升　升　　＋　＋　＋
線維芽細胞 一 一 一 一 一　±　什　　＋　＋　±　一 升　升　升　升　升
線維症 一 一 一 一 一一一一一一一 升　什　什　升　升髄外造血 一 一 十 十 ＋　升　升　＋　＋　±　一 升　什　帽一　升　升
髄は正常に復していた．
　サポニンによって起こる初期の変化は静脈洞内皮
細胞の破綻である．骨髄における造血は血管外での
出来事であり，ここで作られて成熟した血液細胞は
静脈洞内皮細胞を貫通して静脈洞に入り，全身を循
環する．又骨髄移植の際には経静脈的に投与された
造血細胞は，骨髄に入ると静脈洞内皮細胞を通り抜
け，造血巣に定着することによって移植が成立する．
静脈洞内皮細胞は造血に必要な物質の血流中から造
血巣への取り込みも選択的に行っているとされてお
り，内皮細胞の直下に存在する洞周囲細網細胞と共
に血液骨髄関門として極めて重要な役割を担ってい
る7）12）．
　従って今回の実験により判明したサポニンの骨髄
に対する第一義的な作用は血液骨髄関門の破壊であ
るということができる．血液骨髄関門の破壊の結果
造血巣内に出血や滲出が起こり，線維芽細胞の出現
や線維化はこの病的状態を修復し，造血機能を再開
させるための合目的的な反応であると考えられる．
しかしサポニンの投与量の多い群では骨髄障害の程
度が強いために造血能が回復するまでに至らず，動
物は骨髄不全により死亡するものと考えられる．
　ヒトの原発性骨髄線維症は骨髄にびまん性に線維
化をきたす疾患の内，原因が不明のものをいう．こ
の病気の本態は多能性幹細胞のクローン性増殖であ
り，線維化は二次的な現象であるとされている13）．一
方今回の観察結果から判明した様に，サポニンによ
る家兎骨髄の線維化は幹細胞のクローン性増殖に伴
うものではなく，血液骨髄関門の破壊による造血微
小環境の障害を修復するべく生じた反応性の変化で
あり，ヒトの原発性骨髄線維症とは全く病態の異な
るものと考えられる．
　経過中認められた肝，脾での髄外造血は，血液骨
髄関門の破綻に伴う幹細胞を含めた造血細胞の，そ
れらの臓器へのhomingの結果であると考えられ
る．即ち，生理的状態言い換えれば静脈洞内皮細胞
の連続性が保持されている状態では成熟した血球の
末梢への遊出は常に行われているが，幹細胞や幼若
細胞の遊出は内皮細胞の監視機構により抑制されて
いるのが通常である12）．今回の実験では内皮細胞の
連続性の破綻が，骨髄造血巣に存在するすべての血
球の遊出を容易にし，その結果として肝，脾での髄
外造血が生じたと考えられる．
　本実験において注目すべきことは，線維化の過程
で筋線維芽細胞が多数出現したことである．この細
胞はヒトやラットの骨髄に存在することが以前から
報告されていたが14）15），細胞質内を縦走する細線維
がアクチンであることは判っておらず，“細胞辺縁に
細線維と暗々をもった細網細胞様細胞”と言われて
いた．その後この暗唱をもった細線維はαアクチン
であることが証明され16），元来平滑筋細胞に特有な
構造であることから，この様な暗算を含む細線維を
有する線維芽細胞は筋線維芽細胞と呼ばれる様にな
った17）．当初この細胞は皮膚の創傷治癒過程に働く
収縮性のある細胞として注目されていたが17），1990
年代になって正常ヒト骨髄ストローマ細胞の中にも
存在することが確認された18）19）．そして近年骨髄中
の筋線維芽細胞は骨髄球系およびBリンパ球系幼
若細胞の増殖を誘導することが報告されている20）．
この事実は今回の観察結果と考え合わせると非常に
興味深く思われる．即ち筋線維芽細胞や線維芽細胞
の増加が，サポニンによって惹起された障害を修復
するための合目的的反応であるとすれば，筋線維芽
細胞が造血細胞の増殖に誘導的に働くとする上記の
報告はこれとよく符号する．又筋線維芽細胞がG－
CSF，　M－CSF，　GM－CSF，　IL－6等造血幹細胞の分
化と増殖に必要なサイトカインを分泌している可能
性も報告されており20），この細胞の造血における意
義は非常に重要であると考えられる．
　今回の実験においてコントロール群では筋線維芽
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細胞の存在を確認することができなかったが，これ
が生理的状態でのその存在を否定するものではな
く，むしろ今後生理的状態におけるこの細胞の機能
や消長について更に研究を積み重ねることが必要と
考えられる．
結 語
　サポニンを家兎に静脈注射して骨髄の変化を光顕
および透過型電顕にて観察し，次の様な結果がえら
れた．
　1．サポニンの骨髄に対する一義的作用は静脈洞
内皮細胞の破壊である．
　2．その結果血液骨髄関門の機能は破綻し，造血
障害が惹起される．
　3．経過中認められる骨髄の線維化は造血障害を
修復するための反応性変化である．
　4．骨髄の線維症の程度はサポニンの投与量に比
例し，少量では線維症は可逆的であり，大量では不
可逆的となる．
　5．造血能修復の過程で筋線維芽細胞が多数出現
する．この細胞は造血を支持する骨髄ストローマ細
胞の重要なメンバーのひとつであると考えられる．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た伊藤久雄教授に深甚なる謝意を表します．また御
協力いただきました東京医科大学第三内科教室員各
位ならびに実験：助手野本さい子氏に感謝申し上げま
す．
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